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として研究を行った。これまでに KexD の発現制御には 2 成分転写制御系 KdrAB
が関与していることを示唆する結果が得られている。本報告では、高度多剤耐






















離している。この 12 株をさらに調べたところ、8 株が kexD 遺伝子の発現上昇株










系の遺伝子 kdrB 上に変異を同定した。 
2 成分転写制御系は、細菌に特徴的な転写制
御因子である 5)-7)。細胞膜に存在する Sensor 
kinase と細胞質の Response regulator から構成
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KdrAB系が kexD遺伝子の発現を制御する転写制御因子であることが予想される。









本研究で用いた菌株と plasmid を表 1 に示す。大腸菌及び肺炎桿菌の培養には
L 培地 (1.0 % polypepton, 0.5 % yeast extract, 0.5 % NaCl, pH 7.0) 及び L 寒天培地 




表 1  使用した菌株及びプラスミド 
 Strains and Plasmids  Reference 
 K. pneumoniae 
  ATCC10031 ATCC collection, parental strain 
   Em16-1 multidrug resistant mutant from ATCC10031 4) 
 Plasmids 
  pSTV28 vector 
  pCP20T pCP20 derivative, ApR gene was replaced with TetR gene 4) 
  pKD46T pKD46 derivative, ApR gene was replaced with TetR gene 4) 




1）肺炎桿菌の kdrB 遺伝子破壊 
 
肺炎桿菌の遺伝子破壊は、大腸菌の遺伝子組み換えに使用される
recombination method を肺炎桿菌用に改変した方法で行った 4) , 8)。使用した
プライマーは表 2 に示す。 
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表 2  使用したプライマー 
Primers       Sequences 
kdrB 1 GCATGTTGTCATCAGCACTG  
kdrB 2 GAAGCAGCTCCAGCCTACACCCGAGTATTGCAATGGCAAT  
kdrB 3 CTAAGGAGGATATTCATATGTTTAACACCAGAAAATGGCTC 
kdrB 4 CCGAGAATGGCAGTATAAAAAC 
kdrB FRT Re GAGCCATTTTCTGGTGTTAAACATATGAATATCCTCCTTAG  






を測定した 9)。培地として Mueller-Hinton (MH) 培地（3 % 肉抽出液、1.5 % カ
ザミノ酸、1.5 % デンプン）を用いた。マイクロプレートは、96 穴の U 字型ウ
ェルプレートを用いた。MH 培地で菌体を中期対数増殖期(O.D.650=0.7)まで培
養し、希釈後、105 cells/ml となるよう接種した。37 ℃で 24 時間静置培養後、





以前に報告した方法で実施した 4)。肺炎桿菌 ATCC10031 のゲノムを鋳型と
して、kdrB の上流域 0.84 kbp、下流域 0.55 kbp を PCR で増幅した。また、
FRT cassette と kanamycin（Km） marker が挿入されている pKD4 を鋳型と
し、FRT cassette と Kmr の
領域を PCR 法で増幅した。
各 fragment を精製後、KOD 
plus DNA polymerase 
(TOYOBO) を用いてこれら
を繋げ、 Fusion fragment 
(2.88 kbp)を得た。pKD46T
で 形 質 転 換 さ せ た
ATCC10031、Em16-1 を、
0.2% arabinose を添加した
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SOB 培地で中期対数増殖期 (O.D.650=0.7)まで培養し electroporation 用の細胞
を調製した。この細胞に fusion fragment を約 100 ng 加え、2.5 kV で
electroporation を行った。electroporation 後、0.2% arabinose 及び 40 g/ml 
Km を含む L 寒天培地で 30℃、24 時間培養した。生育してきた候補株のゲノム
上の kdrB に FRT::Kmrが挿入されていることを PCR で確認した後、42 ℃で培
養して pKD46T を除去した。次にこの株を pCP20T で形質転換した。形質転換
株の選択は 10 g/ml tetracycline (Tc) を含む L 寒天培地で行った。その後、抗
菌薬を含まない L 寒天培地で 42 ℃で培養し、Km と Tc に感受性になった株を
選択した。これらの株について PCR 法で kdrB 遺伝子が破壊されているかどう
かと抗菌薬耐性マーカーが除去されたかどうかを kdrB 1 プライマーと kdrB 4 プ
ライマーを使用して確認した（図 2）。ATCC10031 のゲノムを template とし
た場合、理論上、約 2.3 kbp(計算値 2277 bp)のバンドが出現し、最終的に FRT
が除去され遺伝子破壊が生じた場合には約 1.37 kbp(計算値 1371 bp)のバンド
が出現すると予測された。図 2 の結果から、Lane 1、2、3 では遺伝子破壊が生
じたと考えられる結果が得られた。これらの株をそれぞれ、AKB4 （ATCC10031





 得られた肺炎桿菌 kdrB 破壊株 AKB4、EKB6、EKB8 について、各種抗菌薬
の最小生育阻止濃度を測定した（表 3）。erythromycin、norfloxacin、ethidium 
Br、TPP Cl は KexD のよい基質であることが明らかにされている 4)。
ATCC10031 と比較し多剤耐性変異株 Em16-1 ではこれらの MIC が顕著に上昇
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表 3  遺伝子破壊株における抗菌物質の最小生育阻止濃度 
 Minimum inhibitory concentration (g/ml) 
 ATCC10031 AKB6 AKB8 Em16-1 EKB4 
erythromycin 8 4 8 256 8 
norfloxacin 0.03 0.03 0.03 0.13 0.06 
cloxacillin 8 8 8 16 4 
gentamicin 0.25 0.13 0.25 0.25 0.5 
tetracycline 1 2 1 8 2 
colistin 4 4 4 4 4 
novobiocin 0.5 0.5 0.5 1 0.5 
acriflavine 8 8 8 16 8 
ethidium Br 64 64 64 256 64 
rhodamine 6G 16 16 16 16 16 
benzalkonium Cl 4 4 4 4 4 
SDS 128 128 256 256 128 
TPP Cl 64 32 32 512 32 
 





これまでの研究から、高度多剤耐性変異株 Em16-1 の kdrB 遺伝子に点変異
が存在すること、そして、変異型 kdrB 遺伝子をクローニングし、ATCC10031






MIC が完全に ATCC10031 と同じレベルにまでは低下していない点などにも反
映されている。現時点では 2 成分転写制御系が別の抗菌薬耐性遺伝子の転写制
御も行っている可能性があると推定している。 
EKB4 で gentamicin 耐性がわずかに上昇傾向にある。これは遺伝子破壊の過








ない 10), 11)。 
今後の課題として、これまでの研究結果から、kdrB 遺伝子破壊株では多剤排
出ポンプ kexD の発現が低下していると予想されるため、この点を確認するため
に、kdrB 遺伝子破壊株における kexD の発現を調べる必要があると考えている。
また、kdrB 遺伝子をプラスミドで相補し、破壊株の抗菌薬耐性が変化するかど
うかを調べる必要がある。本研究は多剤排出ポンプ転写制御システムについて
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